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RESUMO: O noni (Morinda citrifolia L) € um fruto consumido no mundo por apresentar proprieda-
des nutricionais e terapéuticas devido a grande quantidade de compostos fendlicos, o que desperta
o interesse da comunidade cientifica. Com o intuito de buscar novas fontes naturais de antioxi-
dantes objetivou-se avaliar o desempenho do noni em diluente para congelacao de sémen ovino.
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e trés repetigdes
por tratamento. Os tratamentos diferiram quanto a concentragdo do extrato aquoso do noni adi-
cionado ao meio diluidor: controle, sem adi¢ao do extrato; e com trés concentragdes 24 pg/mL; 72
ng/mL; 120 ng/mL. Foram avaliadas as variaveis fisicas e quimicas do fruto maduro para acidez
total (8,78), pH (4,12) e solidos solaveis (8,18%). Para vitamina C, foi obtido 309,42 mg em 100 g
de matéria fresca. O extrato aquoso do noni também foi avaliado quanto a quantificacao de com-
postos fendlicos totais, atividade antioxidante e capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica.
O extrato aquoso do noni apresentou moderada quantidade de compostos fitoquimicos do tipo
fenoélicos de 47,96 £ 1,95 mg Eq. acido galico/100 g do extrato. A concentracdo de 72 e 120 pg/mL
do extrato aquoso do noni inibiu a lipoperoxidacao no meio diluidor para congelagdo de sémen na
ordem de 21,75% e 51,32%, respectivamente, e a menor concentragdo (24 pg/mL) ndo apresentou
efeito positivo. O indice de atividade antioxidante do noni foi de 33,33, o que representa atividade
antioxidante muito forte. O extrato aquoso do noni apresenta capacidade antioxidante muito forte
e quando incluso ao meio diluidor para criopreservacao de sémen é capaz de inibir a lipoperoxida-
¢do a partir da concentracao de 72 pg/mL.

Palavras-chave: dcido ascoérbico, compostos fenélicos, congelagdo, fruto, meio diluidor, ovino.

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACT OF NONI IN DILUTENT FOR
RAM SEMEN CRYOPRESERVATION

ABSTRACT: Noni (Morinda citrifolia L.) is a fruit consumed worldwide because of its nutritional
and therapeutic properties resulting from the large amount of phenolic compounds, which
has aroused interest of the scientific community. In order to identify new natural sources of
antioxidants, the objective of this study was to evaluate the performance of noni in diluent for
ram semen cryopreservation. A completely randomized design consisting of four treatments and
three repetitions per treatment was used. The treatments differed in terms of the concentration
of the aqueous extract of noni added to the diluent: control, no addition of the extract, and three
concentrations (24, 72, and 120 pg/mL). The physical and chemical variables of the mature fruit
were evaluated: total acidity (8.78), pH (4.12), and soluble solids (8.18%). The vitamin C content
was 309.42 mg per 100 g fresh matter. The aqueous extract of noni was also evaluated regarding
the quantity of total phenolic compounds, antioxidant activity, and lipid peroxidation inhibition
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capacity. The aqueous extract contained a moderate amount of phenolic compounds (47.96 + 1.95
mg gallic acid equivalent/100 g extract). The concentrations of the aqueous extract of 72 and 120
pg/mL in diluent used for semen cryopreservation inhibited lipid peroxidation by 21.75% and
51.32%, respectively. There was no positive effect of the lowest concentration (24 png/mL). The
antioxidant activity index of noni was 33.33, corresponding to very strong antioxidant activity. The
aqueous extract of noni exhibits very strong antioxidant activity and its addition to the diluent for
semen cryopreservation at a concentration of 72 pg/mL is able to inhibit lipid peroxidation.

Keywords: ascorbic acid, phenolic compounds, freezing, fruit, diluent, sheep.

INTRODUCAO

A composi¢do do meio diluidor utilizado para
congelagdo de sémen é de fundamental importancia,
uma vez que a diluicdo diminui a concentragdao de
antioxidantes, o que promove uma instabilidade
entre antioxidantes e oxidantes gerando um estresse
celular (BiLobgau et al., 2000). Um meio diluidor com
concentracdes adequadas de substancias que atuem
como antioxidantes pode promover uma menor
acdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), pois
estas substancias seriam responsaveis por controlar
estes radicais gerados pelo metabolismo das células
(GUERRA et al., 2012).

A utilizacdo de antioxidantes exdégenos no
diluente de sémen tem determinado resultados
favoraveis, como a reducdo da concentracdo de
malonaldeido (MDA) nas amostras seminais em
decorréncia da reducgdo da peroxidagdo lipidica,
havendo menor incidéncia de danos espermaticos
e melhor protecao dos espermatozoides durante
o processo de criopreservagdo (SARLOs et al.,
2002). Nesse contexto, o noni, um fruto nativo da
Asia cujo consumo se da ha mais de 2000 anos,
tem sido associado a beneficios na satide por sua
conhecida capacidade antioxidante. Este potencial
antioxidante se da pela grande quantidade de
vitamina C e pela presenca de compostos fendlicos,
e possivelmente devido a presenca da proxeronina,
um dos principais componentes deste fruto, que
é capaz de ativar as enzimas catalisadoras do
metabolismo celular (SiLva et al., 2012). Quando
inclusos em meios para congelacdo de sémen,
podem minimizar ou reverter os efeitos danosos
causados pela acao das espécies reativas ao oxigénio
no espermatozoide (Mala, 2006).

Assim, devido a presenca de substincias
antioxidantes presentes no fruto do noni, tem-
se como objetivo caracterizar os aspectos fisicos e
quimicos do noni e avaliar a acdo antioxidante
do mesmo por meio da inclusdo de diferentes

concentragdes do extrato aquoso do fruto em
diluente para congelacdo de sémen ovino.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade
Federal de Sergipe, Sao Cristovao, SE, localizada
a11°01" de latitude sul e 37°12" de longitude oeste,
com inicio em setembro e término em dezembro
de 2014.

Elaboracao do extrato aquoso de noni

Frutos maduros do noni (Morinda citrifolia)
na cor amarela esbranquigada foram colhidos de
plantas com aproximadamente 12 anos de idade
cultivadas em solo classificado como argissolo
vermelho-amarelo distréfico, com precipitacdo
mensal de 126,1 mm e temperatura média de
28°C.

Para a obtencao do extrato a ser adicionado
ao meio diluidor de sémen ovino, foi seguida
metodologia adaptada de KutvoerLcyr (2008). O
fruto maduro do noni foi descascado, despolpado
e retiradas as sementes. Em seguida, passado por
uma peneira de 400 micras e centrifugado a 600
G (Kacil, modelo CE01-B1) durante 6 minutos.
Ap6és a centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante
desprovido de sedimento filamentoso, filtrando-o
em copo coletor com filtro de 75 micras.

Apbs obtencdo do extrato aquoso do noni
foi elaborado o meio diluidor a base de tris-
gema-glicerol (RoBerTs, 1986) e seus respectivos
tratamentos. Os tratamentos diferiram quanto
a concentracdo do extrato aquoso do noni
adicionado ao meio diluidor: controle, sem
adicdo do extrato; e com trés concentragdes 24
pug/mL; 72 ng/mL; 120 pg/mL.

Quantificacao de compostos fendlicos
A quantificacdo  espectrofotométrica  de
compostos fendlicos do produto da filtragem
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(extrato aquoso) do noni foi realizada através do
método de Folin-Ciocalteau (Sousa et al., 2007).

O teor de fenodis totais foi determinado por
interpolacdo damédia de absorbancia de trésleituras
de cada amostra, utilizando um espectrofotometro
(Bioespectro, modelo SP-22), contra uma curva de
calibracao construida com padrdes de 4cido galico
(52100 g/mL, Vetec, codigo - 444) e expresso em mg
de equivalentes de acido gélico (EAG) por grama
de extrato. A equacdo da curva de calibracdo do
acido galico foi C = (A - 0,0278)/0,0018, em que C
é a concentragdo do acido gélico, A é a absorbancia
a 750 nm e o coeficiente de correlacdo R = 0,9773
(Sousa et al., 2007).

Para avaliar a atividade antioxidante do extrato
aquoso do noni, foi realizado o teste de sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1- picril-hidrazila (DPPH)
segundo metodologia descrita por SOLER-Rivas et
al. (2000) e ArcoLo et al. (2004). Para tanto, uma
aliquota de 50 mL de solucao estoque de DPPH em
metanol na concentracao de 40 g/mL foi preparada
e mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Em
seguida, dilui¢des para dar as concentragdes finais
de 30, 25, 20, 15, 10, 5 g/mL da solucao estoque de
DPPH foram preparadas. A curva de calibracao foi
construida a partir dos valores da absorbancia a
515 nm de todas as solucdes medidas em cubetas
de vidro com percurso 6ptico de 1 cm, tendo como
controle o metanol.

As medidas de absorbancia foram efetuadas em
triplicata e nos tempo de 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60
min. Igualmente, solugdes do extrato de noni (1 mg/
mL), bem como do controle positivo (acido galico)
em metanol, foram diluidas para dar concentragoes
finais de 30, 25, 20, 15, 10 e 5 g/mL. As medidas
das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL
da amostra ou do controle positivo e 2,7 mL de
DPPH) foram realizadas a 515 nm nos mesmos
tempos da curva de calibracao do DPPH. Misturas
de metanol (2,7 mL) e solugdo metandlica do
extrato (0,3 mL) foram utilizadas como controle.
A partir da equacdo da curva de calibracao e dos
valores de absorbancia para cada concentracdo
testada, foram determinados os percentuais de
DPPH remanescentes (%DPPH REM), conforme a
equagdo: %DPPHeREM = [DPPHe|T =t+ [DPPHe¢]
T= 0 x 100, em que, [DPPHe¢]T = t corresponde a
concentracdo de DPPHe no meio, apds a reagdo
com o extrato e [DPPHe|T = 0 é a concentragao
inicial de DPPHe.

Os valores de absorbancia em todas as
concentracdes testadas foram convertidos em
porcentagem de inibicdo (PI). A concentracdo

eficiente, quantidade de antioxidante necessaria
para decrescer a concentracdo inicial de DPPH, em
50% (CEb0), foi determinada usando o programa
computacional Microcal Origin 7.5, a partir de
uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando nos eixos das abscissas as concentragdes
da amostra (g/mL) ou do controle positivo e no
eixo das ordenadas, a porcentagem de DPPH
remanescente (% DPPH REM).

A atividade antioxidante foi determinada pelo
indice de atividade antioxidante (IAA) conforme
ScHERER ¢t al. (2009) e calculada por meio da seguinte
equacdo: IAA = DPPH (pg/mL) + CE50 (pg/
mL). A atividade antioxidante serd considerada
insatisfatéria quando o valor do IAA for inferior a
0,5; moderada entre 0,5 e 1,0; forte entre 1,0 e 2,0 e
muito forte quando o valor do IAA for superior a
2,0.

Quantificacao da lipoperoxidac¢ao

A capacidade do extrato para inibir a
lipoperoxidacdo  foi  determinada com o
monitoramento da producdo de substancias reativas
ao acido tiobarbittrico (TBARs) em meio rico em
lipidio, conforme protocolo descrito por SiLva et al.
(2007). Para a quantificacao de TBARs foi seguido
o protocolo adaptado de Lapenna et al. (2001). Em
sintese, 1,0 mL de homogenato de gema de ovo (1%
m/v)emtampao fosfato20mM (pH?7,4), foisonicado
(10 s na poténcia 4) e, em seguida, homogeneizado
com 0,1 mL do extrato em concentra¢des 10, 50,
100, 150 e 200 g/mL preparadas imediatamente
antes do experimento. A peroxidacdo lipidica
foi induzida pela adicdo de 0,1 mL de solucdo de
FeSO, (0,17 M, Vetec, codigo - 119). O Trolox (100
g/mL) foi usado como moléculas antioxidantes de
referéncia (controle positivo) e o controle negativo
com amostras contendo apenas extrato e veiculo
(dgua ou metanol). As reagdes foram realizadas por
30 min a 37°C. Apds o resfriamento, as amostras (0,5
mL) foram centrifugadas (Kacil, modelo CE01-B1)
com 0,5 mL de 4cido tricloroacético (15%, Dindmica,
codigo - 2203) a 1200 G por 10 min. Uma aliquota de
0,5 mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL
de acido tiobarbittrico (TBA) (0,67 %, Sigma, cédigo
- T5500) e aquecida a 95°C por 60 min. Foi utilizado
o hidroxitolueno butilado (BHT) para prevenir a
peroxidacdo lipidica durante o aquecimento e foi
neutralizado a reagdo final sob dgua gelada. Apds
atingir temperatura ambiente, as absorbéancias
foram medidas usando espectrofotometro a 532
nm. Foi usado o coeficiente de extincao molar de
1,54 x 10° M/cm e o resultado foi expresso em
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equivalentes de malonaldeido (Eq MDA)/mL de
substrato.

Utilizando calculos de relacdio entre a
concentracgdo eficiente em reduzir o DPPH a 50%
na atividade antioxidante (CE50) e concentracao
inibitéria para inibir a lipoperoxidagdo a 50% (CI50)
foi interpolado trés concentragdes (24, 72 e 120 pg/
mL do extrato de noni) para testar o potencial de
prevencdo da lipoperoxidacdo do meio utilizado
para diluir o sémen e, consequentemente, manter os
espermatozoides. Em seguida foram determinadas
as concentracdes utilizadas para cada tratamento.
Os tratamentos diferiram quanto a concentracgdo do
extrato aquoso do noni adicionada ao meio diluidor:
controle, sem adicdo; e trés concentragdes 24 mg/
mL; 72 mg/mL e 120 mg/mL. Para tanto, essa
andlise ocorreu da mesma forma que a utilizada
para inibir a lipoperoxidacdo, sendo que o meio
lipidico (gema de ovo) e o FeSO, foi incluso no meio
reacional, sem espermatozoides.

O teor de soélidos solaveis (°Brix) foi realizado
conforme PALHARIM e JacomiNO (2011) por meio da
adi¢do de algumas gotas de suco de noni obtidas
por meio de expressdo da polpa minimamente
processada em gaze sobre o prisma de um
refratdbmetro e relatado em porcentagem. O pH
foi determinado por meio de um phgametro de
bancada digital Hanna previamente calibrado com
solugdes padrdes de pH 7,0 e 4,0.

A determinacdo de acidez tituldvel foi
realizada através do método de titulacdo com
hidréxido de sédio até o ponto de viragem com
o indicador fenolftaleina. Cinco gramas do noni
foram dissolvidos em 100 mL de dgua destilada e
adicionadas de 3 gotas de fenolftaleina. Em seguida
foiretirado 20 mL desta solucdo para a titulacdo com
solucado de hidréxido de sédio a 0,1 M sob agitacdo
constante, até obter a Coloragéo résea persistente
por pelo menos 30 segundos.

Determinacio da vitamina C

A determinacido da vitamina C foi de acordo
com técnica adaptada da American Official
Analysis of Chemistry (AOAC) (CARNELOSSI et al.,
2000), utilizando uma solugdo de extracdo 2,6,
diclorofenolindofenol (DCPIP) e solugdo de acido
ascorbico PA. O teor de vitamina C foi expresso
em mg de 4cido ascérbico/100 mL de suco. Para
estes resultados, as andalises foram realizadas em
quadriplicatas em seguida, expressas em média.

Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e trés repeticdes
por tratamento. Para observar a normalidade

dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilk
pelo programa estatistico XLSTAT-Pro, 2011. O
teste t de Student foi utilizado para amostras nao
pareadas comparando os valores em % da atividade
antioxidante e CE50. A ANOVA foi utilizada para
verificar se houve influéncia sobre os tratamentos.
Para avaliar as diferencas entre as médias foi
utilizado o teste de Tukey e a significincia foi
declarada quando P<0,05. Para estes procedimentos
foi utilizado o programa estatistico Graphpad
Prism versdo 5.0 (Graphpad Software, San Diego,
CA, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A polpa do noni apresentou pH acido de 4,12
a uma temperatura de 25°C. O pH dos meios
diluidores correspondentes aos tratamentos
controle, 24 mg/mL; 72 mg/mL e 120 mg/mL foi
de 6,06; 6,02; 5,97 e 5,89, respectivamente (Tabela 1).

O fruto maduro do noni apresentou pH
semelhante ao encontrado por Siva et al. (2012)
de 4,66. SiLva et al. (2009) observaram que o pH do
noni diminui de acordo com a maturacao. Os frutos
quando maduros apresentaram pH em torno de 4,6,
e quando verdes, o pH foi de 5,0. O noni, quando
comparado a outros frutos, é menos acido que o

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas do Noni
(Morinda Citrifolia L.) colhidos maduros

Acidez Titulavel (%) 8,78
pH 4,12
Solidos Soltveis (°Brix) 8,18
Vitamina C (mg/100 g) 309,42

caja (2,5), apresentando valores de pH préximos ao
do caju (4,0) e mais acido que o agai (4,5-5,5) (RuriNo,
2008).

Ossolidos solaveis associados a outros compostos
existentes representam um indicativo da quantidade
de actcares presentes no alimento. Assim, os teores
de solidos soltiveis tendem a aumentar devido
a biossintese ou degradacdo dos polissacarideos
com a maturagdo do fruto (FICHINELLO et al., 2011).
A média de 8,18 °Brix é indicativo de que o noni
apresenta baixo teor de sodlidos solaveis quando
comparado a outros frutos comercializados como,
por exemplo, manga, caju e uva (SiLva et al., 2009).
O resultado obtido esta de acordo com BARrros et al.
(2008) estudando o noni, que foi 8 °Brix.
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A acidez titulavel (AT) é uma importante
caracteristica de qualidade, indicando a
porcentagem de acido citrico e sabor nos frutos
(CHITARRA, 1997). A encontrada no estudo foi de
8,78 sendo maior que a encontrada por CORREIA
et al. (2011) de 0,63 (g/100 g). Essa diferenga de
AT pode ser devido ao tipo de solo, estacdo do
ano ou estdgio de maturagdo do fruto (CHITARRA,
1997).

As fontes de vitamina C sdo classificadas
em diferentes niveis: elevada, contém de 100-
300 mg/100 g de AA; média, contém de 50-100
mg/100 g de AA e baixa contém de 25-50 mg/100
g de AA (ANDRADE et al.,, 2002). Diante desta
classificagdo, foi concluido que o noni apresentou
elevado teor de vitamina C e, consequentemente,
possui atividade antioxidante.

O teor de vitamina C da polpa do noni do
presente trabalho (309,42 mg/100 g), quando
comparado a outros estudos ja realizados com o
noni, foi trés vezes maior que aquele relatado por
Siva et al. (2012), que encontrou 101,41 mg/100
g, e semelhante ao teor encontrado por CHAN-
Branco et al. (2007), que foi de 316 mg/100 g de
acido ascoérbico. Barros et al. (2008) comparando
o teor de vitamina C dos frutos do noni em
diferentes estiddios de maturacdo, relataram
que, dependendo da fase, o fruto chega a atingir
média de 385,16 mg/100 g de polpa.

Oextratoaquosodononiapresentoumoderada
quantidade de compostos fitoquimicos do tipo
fenodlicos, sendo observado um total de 47,96 +
1,95 mg Eq. acido galico/100 g do extrato, o que,
em termos proporcionais, ajustando a unidade
por grama, representa 47,96% dos compostos
fitoquimicos presentes no extrato em um grama.

A atividade antioxidante observada no
extrato aquoso do noni foi maior que encontrado
por Costa et al. (2013) que foi 1.401,00 pg/
mL. Devido a quantidade expressiva de
compostos com potencial antioxidante, como
os compostos fendlicos, o extrato aquoso do
noni na concentragdo de 3,0 pg/mL no tempo
de 30 minutos reduziu o radical livre DPPH em
85,72 £ 0,87%, o que representa uma atividade
antioxidante de 89,35 + 2,32%. Paralelamente,
foi observado que apenas 1,2 £ 0,15 pg/mL do
extrato foi capaz de inibir o radical livre DPPH
em 50%. O indice de atividade antioxidante do
noni foi de 33,33, o que representa uma atividade
antioxidante muito forte (Tabela 2).

Em relagdo ao sequestro de radicais livres,

os extratos sdo classificados como sendo forte
(acima de 70%), moderada (70 - 50%) e fraca
(abaixo de 50%) capacidade de sequestro (MELO
et al., 2008). O extrato aquoso do noni do presente

Tabela 2. Atividade antioxidante (média * desvio

padrio) do extrato aquoso de noni
determinado através da reducao do radical
livre DPPH *
Amostra AA%R! CE50 pg/mL 2 IAA?
Noni 89,35+2,32a 1,2+0,15a 33,33
Acdo 90 914160b  1,054015a 38,09
Galico

'Atividade antioxidante.’Concentragdo eficiente em reduzir
o DPPH a 50% na atividade antioxidante. *Indice de atividade
antioxidante.

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si
(P<0,05) pelo teste de Tukey.

estudo apresentou maior capacidade (89,35%)
em sequestrar o radical livre sintético DPPH
que o mesmo extrato (8,08 + 0,81%) relatado por
NasciMENTO (2012), sendo considerado um extrato
forte. Essa diferenca de sequestro de radicais
pode ser atribuida ao estado de maturacdo em
que o fruto se encontrava na obtencao do extrato.

Foi observado que o extrato aquoso do noni
apresentou excelente capacidade em inibir a
lipoperoxidacdo na concentracdo de 10 g/
mL, sendo semelhante ao controle positivo
sintético Trolox. No entanto, o noni apresentou
um comportamento de redugao de eficiéncia em
prevenir a lipoperoxidacdo em concentragdes
mais elevadas, demonstrando uma reversao pro-
oxidativa com o aumento da concentracdo (Figura
1), e a capacidade em inibir lipoperoxidagao
induzida por sulfato ferroso em 50% (CI50) foi
34,76 £ 6,45 pg/mL. Concentracdes mais elevadas
nao sugerem boa protecdo lipoperoxidativa.

Quando foi avaliada a capacidade do noni em
prevenir a lipoperoxidagdo no meio diluidor para
congelacdo de sémen, apés avaliagdo do CE50
na capacidade antioxidante e CI50 no potencial
inibitério lipoperoxidativo, foi observado que a
menor concentracdo (24 ng/mL) ndao apresentou
efeito positivo, no entanto, a concentracao de 72
e 120 pg/mL inibiu a lipoperoxidagdo na ordem
de 21,75% e 51,32%, respectivamente. O controle
positivo Trolox na concentragao 100 p/mL foi
capaz de inibir a lipoperoxidacdo em 93,20%
como é possivel observar por meio da producao
de malonaldeido na Tabela 3.
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Figura 1. Capacidade de prevencio da lipoperoxidaciao
in wvitro de diferentes concentragoes do
extrato aquoso do noni quanto a producio de
malonaldeido em nmol comparada ao controle
positivo Trolox na concentragao de 100 pug/mL.

Tabela 3. Capacidade do noni em prevenir a lipo-
peroxida¢do no meio diluidor para sémen

Produgao de malonaldeido

Concentragao de (nmol Eq MDA /mL) + desvio

Noni

padrao
Sem antioxidante 5,10 £0,30
24 pg/mL 5,28 +0,14
72 ug/mL 3,99 £0,37
120 pg/mL 2,48 £ 0,50
Trolox (100 g/mL) 0,35+0,11
CONCLUSAO

A polpa do noni apresenta quantidades elevadas
de vitamina C e o extrato aquoso uma moderada
quantidade de compostos fendlicos, representando
atividade antioxidante muito forte. O extrato
aquoso de noni quando incluso ao meio diluidor
para criopreservacao de sémen é capaz de inibir a
lipoperoxidacao a partir da concentragdo de 72 pg/
mL.
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